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我々の研究室ではこれまでプラズモニックチップ(=周期構造を持つ基板を金属薄膜でコーテ
ィングしたチップ)を用いた格子結合型表面プラズモン励起増強蛍光(GC-SPF)法をイムノセン
サーに応用し，高感度なマーカー検出を行ってきた。GC-SPFによるマーカーたんぱく質検出で
は，レーザー光をチップの表面・金属側から入射する光学系(正面照射)と裏面・基材側から入射
する光学系(背面照射)の2種類の方法がある。正面照射系は，明るい蛍光が取得できる長所を持
つが，短所として蛍光の退色が大きいことや蛍光検出において反射・散乱が大きく精度が落ちる
ことがある。一方，背面照射系の長所は直接光がないのでほぼプラズモン場のみで蛍光が励起さ
れ，退色を小さくできることや，反射・散乱が小さくなり蛍光の検出精度を高くできることであ
る。短所としては，蛍光強度が弱いことがあげられる。卒業研究では正面照射系での蛍光増強度
を最大にする膜構造として，Ag膜厚は150nm以上，表面粗さRaは4nm以下，格子凸部のスロープ
斜度は17.5°, SiO2膜厚30~40nmがよいことを示した。本研究では，背面照射系での最も高感度
な検出ができるチップ構造としてAg膜厚，SiO2膜厚を求めることを目的とした。背面照射系に
おける最適なチップ構造を求めた後，正面照射系との検出感度の比較も行った。 
ピッチ500nmの一次元周期構造を光ナノインプリント法により作製し，これにrfスパッタ法で
AgとSiO2を成膜して，プラズモニックチップとした。Ag膜厚の検討ではSiO2膜厚を約20nmとし，
Ag膜厚を19~198nmで各種チップを作製した。SiO2膜厚の検討ではAg膜厚を約60nmとし，SiO2
膜厚は12～116nmで各種作製した。作製したチップ表面を(3-Aminopropyl)triethoxysilane (APTES)
でアミノ化し，NHS-PEG-Biotinを修飾した。このチップで反射光強度測定を行い，それぞれ共
鳴角を決定した。その後Cy5標識Streptavidin (Cy5-SA)を10nMに濃度調製し，プラズモニックチ
ップ上に貼り付けたカバーガラスとの隙間に注入し，インキュベーション後，リン酸緩衝溶液
(PBS)で洗浄した。蛍光強度計測ではHe-Neレーザー光の入射角を共鳴角で固定した場合と共鳴
角外の角度で固定した場合において，それぞれ検出角を-35°～4°に走査してCy5-SAを結合させる
前のバックグラウンド(BKG)と，結合した後(洗浄後)の蛍光強度を計測した。さらに，Cy5-SA
濃度(10nM~5pM)に対する検量線を蛍光強度の増大が見られたAg膜厚，SiO2膜厚で調製された3
種類のチップ（Ag膜厚39nm/SiO2膜厚23nm，Ag膜厚59nm/SiO2膜厚23nm，Ag膜厚57nm/SiO2膜厚
46nm）で作成し，検出感度を明らかにした。 
入射角を共鳴角固定と共鳴角外固定で計測した蛍光強度のピーク値と裾値をAg膜厚に対して
それぞれプロットした。共鳴ピークではAg膜厚40~60nmの間で大きな蛍光強度が得られた。ま
た，Ag膜厚39nmとAg膜厚59nmの基板の透過率計測では、膜厚59nmでは透過率が1%と小さいに
もかかわらず，透過率4%の膜厚39nmと蛍光強度はほぼ同じ値となったことから，プラズモン場
による励起増強度は59nmの方が大きいと考えられた。これらのチップに対してCy5-SA濃度に対
する検量線を作成し比較した。蛍光強度は10nM~5pMの濃度範囲においてAg膜厚59nmとAg膜厚
39nmではほぼ等しい値であるが，BKGのばらつきが59nmの方が小さかった。そのため，検出感
度が59nmの方が優れていることが分かった。次に，SiO2膜厚を変化させたときの蛍光強度の結
果は、膜厚が46nmのとき，最大の蛍光強度が得られた。そこでAg膜厚57nm/SiO2膜厚46nmのチ
ップのCy5-SAの検量線を作り，Ag膜厚59nm/SiO2膜厚23nmの検量線と比較した。検出感度はわ
ずかではあるが，SiO2膜厚46nmの方が優れていることが示された。 
